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(54) Title: 20-O-LDNKED CAMPTOTHECIN GLYCOCONJUGATES 

(54) Bezeichnung: 20-O-VERKNOPFTE GLYCOKONJUGATE VON CAMPTOTHECIN 

(57) Abstract 

The invention concerns camptothecin glycoconjugates in which at least one carbohydrate component is suitably linked to camptothecin 
via an oligopeptide bridge. The invention further concerns processes for preparing the compounds according to the invention and their use 
as medicaments, in particular in connection with cancers. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Glycokonjugate von Camptothecin, in denen mindestens eine Kohlenhydratkomponente in 
geeigneter Weise uber eine Oligopeptid-Brucke mit Camptothecin verkntlpft ist Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Herstellung 
der erfindungsgemafien Verbindungen sowie deren Verwendung als Arzneimittel, insbesondere im Zusammenhang mit Krebserkrankungen. 
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20-O-verknupfte Glvcokonjugnte von Camntothecin 

Die vorliegende Erfindung betrifft Glycokonjugate von Camptothecin, in denen 
5 mindestens eine Kohlenhydratkomponente in geeigneter Weise uber eine Oligo- 
peptid-Briicke mit Camptothecin verknupft ist. 

Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemafien 
Verbindungen sowie deren Verwendung als Arzneimittel, insbesondere im Zusam- 
menhang mit Krebserkrankungen. 

10 20(S)-Camptothecin ist ein pentacyclisches Alkaloid, das 1966 von Wall et al. iso- 
liert wurde (J.Am.Chem.Soc. 88, 3888 (1966)). Es besitzt ein hohes Antitumor- 
Wirkpotential in zahlreichen In-vitro- und In-vivo-Tests. Leider scheiterte jedoch 
die Realisierung des vielversprechenden Potentials in der Klinik an Toxizitats- und 
Loslichkeitsproblemen. 

15 Durch Offnung des E-Ring-Lactons und Bildung des Natriumsalzes wurde eine 
wasserlosliche Verbindung erhalten, die in einem pH-abhangigen Gleichgewicht 
mit der ringgeschlossenen Form steht. Klinische Studien fuhrten auch hier bisher 
nicht zum Erfolg. 




20 Etwa 20 Jahre spater wurde gefunden, dafl die biologische Aktivitat auf eine 
Enzyminhibition der Topoisomerase I zuriickzufiihren ist. Seither wurden die For- 
schungsaktivitaten wieder verstarkt, urn vertraglichere und in-vivo wirksame 
Camptothecin-Derivate zu finden. 

Zur Verbesserung der Wasserloslichkeit wurden Salze von A-Ring- und B-Ring- 
25 modifmerten Camptothecin-Derivaten sowie von 20-O-Acyl-Derivaten mit ioni- 
sierbaren Gruppen beschrieben (Vishnuvajjala et al. US 4 943 579). Letzteres 
Prodrug-Konzept wurde spater auch auf modifizierte Camptothecin-Derivate viber- 
tragen (Wani et al. WO 9602546). Die beschriebenen 20-O-Acyl-Prodrugs haben 
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allerdings in-vivo eine sehr kurze Halbwertszeit und werden sehr schnell zum 
Grundkorper gespalten. 

In unserer ebenfalls anhangigen Patentanmeldung PCT/96/01279 wird beschrieben, 
daB die Ankniipfung von Kohlenhydratresten uber Aminosaure- oder Dipeptid- 
5 Spacer an Cytostatika, unter anderem an die 20-HydroxyI-Gruppe von Campto- 
thecin zu antineoplastisch hochwirksamen und dariiber hinaus tumorselektiveren 
Verbindungen fuhrt. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB durch eine Verlangerung des 
Peptidspacers mit geeigneten Aminosauren die Wasserloslichkeit der betreffenden 
10 Konjugate drastisch verbessert wird. Gleichzeitig zeigen diese Konjugate eine sehr 
gute biologische Aktivitat. 

Im einzelnen weisen die erfindungsgemafien Camptothecin-Konjugate beispielswei- 
se folgende gunstige Eigenschaften auf: 

Durch die esterartige Ankniipfung der Carrier-Reste an die 20- 
15 Hydroxygruppe wird der fur die Wirkung wichtige Lactonring der 

Camptothecin-Derivate stabilisiert. 

Die so erhaltenen Konjugate zeigen in-vitro eine hohe Aktivitat gegenuber 
Tumorzellinien und Tumorxenografts. 

Sie weisen gegenuber den zugrundeliegenden Toxophoren eine deutlich 
20 hohere Vertraglichkeit und Tumorselektivitat auf. 

In-vivo zeigen sie exzellente therapeutische Wirksamkeit uber mehrere 
Dostsstufen. 

Sie sind in extrazellularem Medium und in Blut wesentlich stabiler als die 
zuvor beschriebenen 20-O-Acyl-Prodrugs von Camptothecin. 

25 Die Erfindung betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 



O 




CH 3 | 

M(-L-Sp-K) n 
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wonn 

M fur ein Peptid mit 3 bis 7 Aminosaurebausteinen steht, das uber die <x- 
Aminognippe und/oder iiber Amino- und/oder Hydroxygruppen der Seiten- 
ketten mit 1 bis n 1 gleichen oder voneinander verschiedenen Gruppierungen 

5 -L-Sp-K 

verkniipft ist, wobei weitere funktionelle Gruppen des Peptids gegebe- 
nenfalls Schutzgruppen tragen konnen und 

(-L-Sp-K) n fur n gleiche oder voneinander verschiedene Gruppierungen -L-Sp-K 
steht, 

10 wobei 

n eine Zahl von 1 bis n' bedeutet und n' der maximalen Anzahl 
moglicher Ankniipfungsstellen von M entspricht, 

L fur eine Gruppe der Formeln 

R 1 

15 worin 

R 1 Chlor oder Hydroxyalkyl amino bedeutet, 

Sp fur Arylen mit bis zu 10 Kohlenstoffatomen oder fur Alkylen mit bis zu 8 
Kohlenstoffatomen steht, die jeweils gegebenenfalls substituiert sind. 

K fur einen Rest der Forme! (II) 



-NH"^ oder . sfehi 



WO 98/15573 



- 4 - 



PCT/EP97/05190 




steht, worm 

A Methyl, Hydroxy methyl, Alkoxymethyl mit bis zu 6 Kohlenstoff- 
atomen, Acyloxymethyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen oder einen 
5 Rest der Formel -CH 2 -B bedeutet, worin 

B fur einen Rest der Formel (II) steht, 

R 2 , R 3 und R 4 unabhangig voneinander Wasserstoff, Hydroxy, gege- 
benenfalls durch Hydroxy substituiertes Alkoxy mit bis zu 6 
Kohlenstoffatomen, gegebenenfalls durch Alkyl oder Acyl mit bis 
10 zu 6 Kohlenstoffatomen substituiertes Amino, Halogen, Sulfat oder 

eine Gruppe der Formeln 

-0-(CH 2 ) r (/ oder V"(CH 2 ) r C^ 

V c/ V 

bedeuten, worin 

R 5 und R 6 unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit 
15 bis zu 6 Kohlenstoffatomen stehen oder fur Amino, das ge- 

gebenenfalls durch Alkyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen 
substituiert ist, stehen und 

s und t unabhangig voneinander die Werte 0, 1, 2, 3 oder 4, 
insbesondere die Werte 1, 2, 3 oder 4 annehmen konnen 

20 oder 



R 2 , R 3 und R 4 unabhangig voneinander fur einen Rest der Formel (II) 
stehen 
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oder 



zwei der Reste R 2 , R*\ R 4 zusammen fur eine Epoxygruppe stehen, 
sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

Die Bausteine L sind ublicherweise uber ihre -NH-Funktion, sofern vorhanden, mit 
5 dem Bausteinen Sp verknupft. 

Der Begriff "Alkylgruppen" soil, sofern nicht anders angegeben, im Sinne der 
Erfmdung geradkettige, verzweigte, cyciische und Cycloalkylreste enthaltende 
Alkylreste umfassen. Diese Definition soil sinngemaB auch fur alle anderen Alkyl- 
gruppen enthaltenden Reste gelten, wie beispielsweise Alkoxy, Acyl usw. 

10 Bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel (I), worin M fur ein Peptid 
steht, das uber Aminofunktionen mit den Resten L verknupft ist, uber eine Acyl- 
funktion mit dem Camptothecin-Rest verknupft ist und dessen Aminosaurebau- 
steine gegebenenfalls Schutzgruppen tragen konnen. Besonders bevorzugt sind 
Tri-, Tetra- und Pentapeptide, insbesondere Tripeptide. 

15 Die Aminosaurebausteine werden bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe Glycyl, 
Alanyl, Valyl, Leucyl, Lysyl, Seryl, Glutamyl, Threonyl, Asparagyl, Isoleucyl, 
Diaminopropionyl, Diaminobutyryl, Histidyl, Arginyl und/oder Ornithyl. 

Besonders bevorzugt sind die Aminosaurebausteine Glycyl, Alanyl, Valyl, Leucyl, 
Lysyl, Seryl, Asparagyl, Histidyl und/oder Glutamyl. 

20 Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel 



worm 



L 



fur eine Gruppe der Formel 



S 



O 
ii 

Q 

Oder S ^ steht, 




sowie deren Isomeren, Isomerengemische und Salze. 
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S 



Besonders bevorzugt steht L fur 



-NH 



Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel (I), worin Sp fur 
Arylen mit bis zu 10 Kohlenstoffatomen steht, das gegebenenfalls noch ein- oder 
mehrfach durch Hydroxy, Carboxy, Carboxyalkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, 
5 Nitro, Cyano, Halogen, Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, Halogenalkyl mit 
bis zu 4 Kohlenstoffatomen oder durch Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen 
substituiert ist, sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

Besonders bevorzugt ist Sp abgesehen von K und L unsubstituiert oder 
gegebenenfalls ein- oder zweifach substituiert durch Halogen, Nitro, Alkyl mit bis 
10 zu 4 Kohlenstoffatomen, Alkoxy mit bis zu 2 Kohlenstoffatomen, -OCF 3 und/oder 



Ganz besonders bevorzugt ist Sp parastandig mit K und L verknupft und tragt 
keine weiteren Substituenten. 

Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel (I), worin K fur 
15 einen Rest der Formel (II) steht, 



wobei 



A 



Methyl, Hydroxymethyl, Methoxymethyl oder Acetoxymethyl bedeutet, 



Wasserstoff, Hydroxyl, Methoxy oder eine Gruppe der Formeln 




oder 




20 



bedeutet, worin 



s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen konnen und 



WO 98/15573 



-7- 



PCT7EP97/05190 



R 5 und R 6 unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit bis zu 4 
Kohlenstoffatomen stehen, 

oder 

R 2 fur einen Rest der Formel (II) steht, 

5 R 3 Wasserstoff, Hydroxyl, Halogen, Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, 
Sulfat oder eine Gruppe der Formeln 



-0-(CH 2 ) s -C^ g 



-o 



oder 



>-<CH 2 ) f C N 



bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen konnen und 

10 R 5 und R 6 unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit bis zu 4 

Kohlenstoffatomen stehen oder fur Amino, das gegebenenfalls durch 
Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen substituiert ist, stehen, 

Hydroxyl, Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, das gegebenenfalls 
durch Hydroxy substituiert ist, Amino, das gegebenenfalls durch Alkyl oder 
Acyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen substituiert ist, oder eine Gruppe der 
Formeln 

-0-(CH 2 ) B -C oder .^-(CHA-C 



R 4 

15 



bedeutet, worin 



s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen konnen und 
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R 5 und R 6 unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit bis zu 4 
Kohlenstoffatomen stehen, 

oder worin 

R und R J gemeinsam fur eine Epoxygruppe stehen, 
5 sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

Ganz besonders bevorzugt steht K fur einen Rest der Form el (II), worin 

A Methyl, Hydroxymethyl, Methoxymethyl oder Acetoxymethyl bedeutet, 

R 2 und R 4 jeweils eine Hydroxygruppe bedeuten und 

R 3 Wasserstoff, Hydroxyl, Halogen, Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, 
10 Sulfat oder eine Gruppe der Formeln 

-0-(CH 2 ) s -C^ oder (CH 2 ) f C^ 

R 5 ° R 6 

bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen konnen und 

R 5 und R 6 unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit bis zu 4 
15 Kohlenstoffatomen stehen oder fur Amino, das gegebenenfalls durch 

Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen substituiert ist, stehen. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform umfassen die Kohlenhydrat- 
Bausteine K jeweils maximal zwei Monosaccharid-Bausteine. 



20 



Durch Kombination der fur die einzeinen Reste angegebenen bevorzugten oder 
besonders bevorzugten Bedeutungen ergeben sich entsprechend ganz besonders 
bevorzugte Verbindungen der allgemeinen Formel (I). 
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Die erfindungsgemaBen Verbindungen konnen in stereoisomeren Formen, bei- 
spielsweise als Enantiomere oder Diastereomere, oder als deren Gemische, bei- 
spielsweise als Racemat, vorliegen. Die Erfindung betrifft sowohl die reinen 
Stereoisomere als auch deren Gemische. 

5 Stereoisomerengemische konnen, falls erforderlich, in bekannter Weise in die ste- 
reoisomer einheitlichen Bestandteile getrennt werden, beispielsweise durch Chro- 
matographic oder durch Kristallisationsverfahren. 

Die Stereochemie am anomeren Zentrum der Kohlenhydratbausteine K kann a 
oder P sein. Durch die Stereochemie an den anderen Zentren kann sich die gluco-, 
10 manno-, galacto-, gulo-, rhamno- oder fuco-Konfiguration ergeben. 

Die Aminosaurebausteine konnen ebenso wie die Kohlenhydratbausteine jeweils in 
der D- oder in der L-Form vorliegen. 

Der Camptothecin-Baustein Cp kann in der 20(R)- oder in der 20(S)-Konfiguration 
oder als Gemisch dieser beiden steroisomeren Formen vorliegen. Bevorzugt ist die 
1 5 20(S)-Konfiguration. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen konnen bedingt durch eine Rotationshinde- 
rung in rotationsisomeren Formen oder als deren Gemisch auftreten. Die Erfindung 
betrifft sowohl die reinen Rotationsisomere als auch deren Gemische. 

Rotationsisomerengemische konnen gegebenenfalls, falls erforderlich, mittels be- 
20 kannter Methoden in die einheitlichen Bestandteile getrennt werden, beispielsweise 
durch Chromatographic (z.B. HPLC) oder durch Kristallisationsverfahren. Moglich 
ist dies nicht nur auf der Endstufe der Glycokonjugate, sondern gegebenenfalls 
auch auf Zwischenstufen. Aus den rotamerenreinen Zwischenstufen konnen gege- 
benenfalls durch geeignete Synthesefuhrung die rotamerenreinen Endstufen herge- 
25 stellt werden. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen konnen auch in Form ihrer Salze vorliegen. 
Im allgemeinen seien hier Salze mit organischen oder anorganischen Basen oder 
Sauren sowie innere Salze genannt. 
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Zu den Sauren, die addiert werden konnen, gehoren vorzugsweise Halogenwasser- 
stoffsauren, wie z.B. die ChlorwasserstofTsaure und die Bromwasserstoffsaure, ins- 
besondere die Chlorwasserstoffsaure, ferner Phosphorsaure, Salpetersaure, Schwe- 
felsaure, mono- und btfunktionelle Carbonsauren und Hydroxycarbonsauren, wie 
5 z.B. Essigsaure, Trifluoressigsaure, Maleinsaure, Malonsaure, Gxalsaure, Glucon- 
saure, Bernsteinsaure, Fumarsaure, Weinsaure, Zitronensaure, Salizylsaure, Sorbin- 
saure und Milchsaure sowie Sulfonsauren, wie z.B. p-ToluoIsulfonsaure, 1,5- 
Naphthalindisulfonsaure oder Camphersulfonsaure. 

Physioiogisch unbedenkliche Salze konnen ebenso Metall- oder Ammoniumsalze 
10 der erfindungsgemaBen Verbindungen sein, welche eine freie Carboxylgnippe be- 
sitzen. Besonders bevorzugt sind z.B. Natrium-, Kalium-, Magnesium- oder 
Calciumsalze, sowie Ammoniumsalze, die abgeleitet sind von Ammoniak oder 
organischen Aminen wie beispielsweise Ethylamin, Di- bzw. Triethylamin, Di- 
bzw. Triethanolamin, Dicyclohexylamin, Dimethylaminoethanol, Arginin, Lysin, 
IS Ethylendiamin oder Phen ethylamin. 

Die erfindungsgemaBen Glycokonjugate konnen beispielsweise hergestellt werden 
durch Verkniipfung von Camptothecin mit aktivierten Carboxylkomponenten, die 
ihrerseits beispielsweise Teile von geschiitzten Aminosauren, Peptiden oder 
kohlenhydratmodifizierten Peptiden darstellen konnen. 

20 Die Erfindung betrifft daher weiterhin ein Verfahren zur Herstellung von Ver- 
bindungen der allgemeinen Formel (I), dadurch gekennzeichnet, daB man Verbin- 
dungen der Formel (III) 



O 




mit einer dem oben definierten Rest M entsprechenden aktivierten Carboxylkom- 
25 ponente Ma, die gegebenenfalls Schutzgruppen tragt, in einem geeigneten L6- 
sungsmittel, gegebenenfalls in Gegenwart einer Base, nach ublichen Methoden 
umsetzt, gegebenenfalls mittels bekannter Methoden selektiv eine, mehrere oder 
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alle Schutzgruppen von M abspaltet und das Produkt mit Verbindungen der 
allgemeinen Formel (IV) 

K-Sp-La (IV), 

worin 

5 K und Sp wie oben definiert sind und La fur eine reaktive Vorstufe der Gruppe L 
steht, umsetzt, wobei gegebenenfalls die Schutzgruppen selektiv abge- 
spalten und schrittweise noch andere Gruppen der Formel K-Sp-L- in 
vergleichbarer Weise eingefuhrt werden konnen, 

oder dafl man in vergleichbarer Weise nach iiblichen Methoden einen ersten 
10 Aminosaurerest in Form der entsprechenden gegebenenfalls Schutzgruppen tragen- 
den aktivierten Carboxylkomponente einfuhrt, gegebenenfalls Schutzgruppen ab- 
spaltet, weiterhin gegebenenfalls Schutzgruppen tragende Aminosaurereste 
entweder sukzessiv oder als Peptidbaustein anknupft, gegebenenfalls Schutz- 
gruppen abspaltet, wie oben angegeben Reste der Formel K-Sp-L einfuhrt und 
15 falls erforderlich Schutzgruppen abspaltet 

Die Reaktionen konnen bei verschiedenen Druck- und Temperaturverhaltnissen, 
beispielsweise 0,5 bis 2 bar, bzw. -30 bis +100°C, in geeigneten Losungsmitteln 
wie Dimethylformamid (DMF), Tetrahydrofuran (THF), Dichlormethan, Chloro- 
form, niederen Alkoholen, Acetonitril, Dioxan, Wasser oder in Gemischen der 
20 genannten Losungsmittel durchgefuhrt werden. In der Regel sind Reaktionen in 
DMF oder THF/ Dichlormethan bei Normaldruck und bei einer Temperatur von 0 
bis 60°C, insbesondere bei Raumtemperatur, bevorzugt. 

Fur die Aktivierung der Carboxylgruppen kommen die in der Peptidchemie be- 
kannten Kupplungsreagenzien wie sie z.B. in Jakubke/Jeschkeit: Aminosauren, 
25 Peptide, Proteine; Verlag Chemie 1982 oder Tetrahedr. Lett. 34, 6705 (1993) be- 
schrieben sind, in Frage. Bevorzugt sind beispielsweise Saurechloride, N-Carbon- 
saureanhydride oder gemischte Anhydride. 

Weiterhin geeignet zur Aktivierung der Carboxylgruppen ist die Bildung von 
Addukten mit Carbodiimiden z.B. N,N'-Diethyl-, N,N'-Diisopropyl-, N^-Dicyclo- 
30 hexylcarbodiimid, N^-DimethylaminopropyO-N'-ethyl-carbodiimid-Hydrochlorid, 
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N-CycIohexyI-N'-(2-morpholm^ oc ler 

Carbonylverbindungen wie Carbonyldiimidazol, oder 1,2-Oxazoliumverbindungen 

wie 2-Ethyl-5-phenyl-l,2-oxazolium-3-sulfat oder 2~tert-ButyU5-methyl-isoxa- 

zolium-perchlorat, oder Acylaminoverbindungen wie 2-Ethoxy-l-ethoxycarbonyl- 

1,2-dihydrochinolin, oder Propanphosphonsaureanhydrid, oder Isobutylchloroform, 

oder Benzotriazolyloxy-tris(dimethylamino)phosphonium-hexafluorophosphat, 
1-Hydroxybenzotriazol oder N-Hydroxysuccinimid. 

Als Basen konnen beispielsweise Triethylamin, Ethyl-diisopropylamin, Pyridin, 
N,N-Dimethylaminopyridin oder andere eingesetzt werden. 

Als Schutzgruppen fur eventuelle Drittfunktionen der Aminosauren konnen die in 
der Peptidchemie bekannten Schutzgruppen beispielsweise vom Urethan-, Alkyl-, 
Acyl-, Ester- oder Amid-Typ eingesetzt werden. 

Aminoschutzgruppen im Rahmen der Erfindung sind die ublichen in der Peptid- 
Chemie verwendeten Aminoschutzgruppen. 

Hierzu gehoren bevorzugt: Benzyloxycarbonyl, 3,4-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 
3,5-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 2,4-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 4-Methoxy- 
benzyloxycarbonyl, 4-NitrobenzyloxycarbonyI, 2-Nitrobenzyloxycarbonyl, 2-Nitro- 
4,5-dimethoxybenzyloxycarbonyl, Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, tert.-Butoxy- 
carbonyl (Boc), Allyloxycarbonyl, Vinyloxycarbonyl, 3,4,5-Trimethoxybenzyloxy- 
carbonyl, 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl, 2,2,2-Trichlor-tert-butoxycarbonyl, 
Menthyioxycarbonyl, 4-Nitrophenoxycarbonyl, Fluorenyl-9-methoxycarbonyl 
(Fmoc), Formyl, Acetyl, Propionyl, PivaioyI, 2-Chloracetyl, 2-Bromacetyl, 2,2,2- 
Trifluoracetyl, 2,2,2-Trichloracetyl, Benzoyl, Benzyl, 4-Chlorbenzoyl, 4-Brom- 
benzoyl, 4-Nitrobenzoyl, Phthalimido, Isovaleroyl oder Benzyloxymethylen, 
4-Nitrobenzyl, 2,4-Dinitrobenzyl, 4-Nitrophenyl oder 2-Nitrophenylsulfenyl. 
Besonders bevorzugt sind die Fmoc-Gruppe und die Boc-Gruppe. 

Bevorzugte Carboxylschutzgruppen sind lineare oder verzweigte C r C 4 -Alkylester. 

Die Modifizierung von Aminosaure- oder Peptidkonjugaten von Camptothecin- 
Derivaten mit Kohlenhydratresten kann uber verschiedene Methoden und Linker- 
gruppen erfolgen. Bevorzugt ist z.B. die Uberfuhrung von p-Aminophenylglycosi- 
den in Isothiocyanate und die Verknupfung beispielsweise mit Aminogruppen. 
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Weiterhin konnen auch Carboxyalkyl- oder Arninoalkylglycoside leicht mit 
Amino- bzw. Carboxylgruppen gekuppelt werden. Denkbar ist ebenso die Her- 
stellung von N- oder O-Glycopeptiden. 

Die Abspaltung von Schutzgruppen in entsprechenden Reaktionsschritten kann 
zum Beispiel durch Saure- oder Base-Einwirkung, hydrogenolytisch oder auf 
andere Weise reduktiv erfolgen. 
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Biologische Tcstung 

1. Wachstumsinhibitionstest zur Bestimmung der cytotoxischen Eigen- 
schaften: 

Die humanen Dickdarmzellinien SW 480 und HT 29 (ATCC-Nr. CCL 228 
5 und HBT-38) sowie die Maus-Melanom-Zellinie B16F10 wurden in 

Rouxschalen in RPM1 1640 Medium unter Zusatz von 10 % FCS gezogen. 
AnschlieBend wurde trypsiniert und in RPMI plus 10 % FCS zu einer 
Zellzahl von 50.000 Zellen/ml aufgenommen. 100 ^1 Zellsuspension/Well 
wurden in eine 96 Mikrowellplatte gegeben und 1 Tag bei 37°C im C0 2 - 
10 Brutschrank inkubieit AnschlieBend wurden weitere 100 ^I RPMI Medium 

und 1 \xl DMSO mit den Priifsubstanzen zugesetzt. Das Wachstum wurde 
nach Tag 3 und Tag 6 uberpriift. Dazu wurde zu jedem Mikrowell 40 \il 
MTT-Losung (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolinbromid) 
mit einer Ausgangskonzentration von 5 mg/ml H 2 0 zugesetzt. Es wurde 5 
15 Stunden im C0 2 -Brutschrank bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das 

Medium abgesaugt und 100 \xl i-PropanolAVell zugesetzt. Nach 30 min 
Schiitteln mit 100 nl H 2 0 wurde die Extinktion bei 540 nm mit einem 
Titertek Multiskan MCC/340 (Flow) gemessen. 

Die cytotoxische Wirkung ist in der Tabelle 1 als IC 50 -Wert jeweils fur die 
20 SW 480- und HT 29- und B16F10-Zellinie angegeben: 

Tabelle 1: 



| Beispiel 


IC 50 /nM 
SW 480 


IC 50 / nM 
HT29 


IC 50 / iiM 1 
B16F10 


1.1 


0,015 


0,025 


0,1 1 


1.2 


0,06 


0,06 


0,2 1 
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2, Hamatopoetische Aktivitat von Glycokonjugaten im Vergleich zum 
zugrundeiiegenden Wirkstoff: 

Material und Methoden: 

Knochenmarkzellen werden aus dem Femur der Maus gespult 10 5 ~Zellen 
5 werden in McCoy 5A-Medium (0,3 % Agar) zusammen mit rekombinanten 

murinen GM-CSF (Genzyme; Stammzellen-Kolonienbildung) und den Sub- 
stanzen (10 -4 bis 100 |ig/ml) bei 37°C und 7 % C0 2 inkubiert. 7 Tage 
spater werden die Kolonien (<50 Zellen) und Kluster (17-50 Zellen) 
ausgezahlt. 

10 Ergebnisse: 

Wie in Tab. 2 dargestellt, zeigen die untersuchten Glycokonjugate ge- 
genuber dem zugrundeiiegenden Wirkstoff eine drastisch verminderte 
Hemmung der Knochenmarkstammzellproliferation. 

Tabelle 2: 

15 Hemmung der CSF-induzierten Proliferation von Knochenmarkstammzellen der 
Maus 



Beispiel 


IC 50 [ng/ml] 


20(S)-Camptothecin 


0,0004 


1.1 


0,03 


1.2 


0,28 



3. In-vivo-Hemmung dcs Tumonvachstums im Nacktmaus-Modell 
Material: 

Fur alle in-vivo-Experimente zur Untersuchung der Hemmung des Tumor- 
wachstums wurden athymische Nacktmause (NMRI nu/nu-Stamm) 
25 verwendet. Das ausgewahlte groBzellige Lungenkarzinom LXFL 529 wurde 

durch serielle Passage in Nacktmausen entwickelt. Der menschliche 
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Ursprung des Tumors wurde durch isoenzymatische und immunohisto- 
chemische Methoden belegt. 

Experimcnteller Aufbau: 

Der Tumor wurde subcutan in beide Flanken von 6 bis 8 Wochen alten 
5 nu/nu-Nacktmausen implantiert. Die Behandlung wurde, abhangig von der 

Verdopplungszeit, gestartet sobald die Tumoren einen Durchmesser von 5 - 
7 mm erreicht hatten. Die Mause wurden der Behandlungsgruppe und der 
Kontrollgruppe (5 Mause pro Gruppe mit 8 - 10 auswertbaren Tumoren) 
durch Randomisieren zugeteilt. Die einzelnen Tumoren der Kontrollgruppe 
10 wuchsen alle progressiv. 

Die GroBe der Tumoren wurde in zwei Dimensionen mittels Schieblehre 
vermessen. Das Tumorvolumen, das gut mit der Zellzahl korreliert, wurde 
anschlieCend fur alle Auswertungen verwendet. Das Volumen wurde gemafl 
der Formel "Lange x Breite x Breite / 2" berechnet ([a x b 2 ] / 2, a bzw. b 
15 stehen fur zwei rechtwinklig angeordnete Durchmesser). 

Die Werte des relativen Tumorvolumens (RTV) wurden fur jeden einzelnen 
Tumor durch Dividieren der TumorgroBe am Tag X mit der TumorgroBe 
des Tages 0 (zum Zeitpunkt der Randomisierung) berechnet. Die mittleren 
Werte des RTV wurden dann fur die weitere Auswertung verwendet. 

20 Die Hemmung der Zunahme des Tumorvolumens (Tumorvolumen der Test- 

gruppe/ Kontrollgruppe, T/C, in Prozent) war der abschlieBende MeBwert. 

Behandlung: 

Die Applikation der Verbindungen erfolgte an Tag 1, 2 und 3 nach Rando- 
misierung intravenos (i.v.). 

25 Ergebnisse: 

Anhand der Verbindungen 1.1 und 1.2 ist die therapeutische Wirksamkeit 
der erfmdungsgemaBen Glycokonjugate gegeniiber dem groBzelligen huma- 
nen Lungentumorxenografts LXFL 529 bei i.v.-Applikation dargestellt. Die 
Therapie fuhrt bei der maximal tolerablen Dosis (MTD) und bei 1/2 MTD 
30 zu Tumorremissionen bzw. deutlichen Hemmungen des Tumorwachstums. 
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TabeHe 3: 



Therapie 


Dosis 
[mg/kg/Tag] 


Oherlebens- 
zeil [Tagc] 


Zahl der 
Tumoren 


relatives 
Tumorvolumen 

an Tag 14 
[% des Tages 0] 


relatives 
Kerpergewicht 

an Tag 7 
[% des Tages 0] 


Kontroll- 
gruppe 




>21 >21 
>21 >21 
15 


9 


533 


102 


1.1 


12,5 


>21 >21 
1 >21 
3 


6 


62 


100 


1.1 


6,25 


>21 >21 
>21 >21 
>21 


9 


83 


102 


1.2 


12,5 
(MTD) 


>2l >21 
1 >21 
>21 


7 


41 


101 


1.2 


6,25 


>21 >21 
>21 >21 
>21 


9 


190 


107 



Die erfindungsgemafien Verbindungen weisen sowohl in-vitro als auch in-vivo 
10 eine uberraschend starke cytotoxische Wirksamkeit gegeniiber verschiedenen Tu- 
moren, insbesondere solchen der Lunge und des Dickdarms, verbunden mit einer 
groBen Selektivitat gegenuber nicht malignen Zellen auf. 

Sie eignen sich daher zur Behandlung von Krebserkrankungen, insbesondere von 
solchen der Lunge und des Dickdarms. 

15 Zur vorliegenden Erfindung gehoren pharmazeutische Zubereitungen, die neben 
nicht-toxischen, inerten pharmazeutisch geeigneten Tragerstoffen eine oder meh- 
rere erfmdungsgemaBe Verbindungen enthalten oder die aus einem oder mehreren 
erfindungsgemafien Wirkstoffen bestehen, sowie Verfahren zur Herstellung dieser 
Zubereitungen. 
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Der oder die Wirkstoffe konnen gegebenenfalls in einem oder mehreren der oben 
angegebenen Tragerstoffe auch in mikroverkapselter Form vorliegen. 

Die therapeutisch wirksamen Verbindungen sollen in den oben aufgefuhrten phar- 
mazeutischen Zubereitungen vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 0,1 bis 
5 99,5, vorzugsweise von etwa 0,5 bis 95 Gew.-%, der Gesamtmischung vorhanden 
sein. 

Die oben aufgefuhrten pharmazeutischen Zubereitungen konnen auBer den erfin- 
dungsgemaBen Verbindungen auch weitere pharmazeutische Wirkstoffe enthalten. 

Im allgemeinen hat es sich sowohl in der Human- als auch in der Veterinar- 
10 medizin als vorteilhaft erwiesen, den oder die erfindungsgemaBen Wirkstoffe in 
Gesamtmengen von etwa 0,5 bis etwa 500, vorzugsweise 5 bis 100 mg/kg Korper- 
gewicht je 24 Stunden, gegebenenfalls in Form mehrerer Einzelgaben, zur Erzie- 
lung der gewiinschten Ergebnisse zu verabreichen. Eine Einzelgabe enthalt den 
oder die erfindungsgemaBen Wirkstoffe vorzugsweise in Mengen von etwa 1 bis 
15 etwa 80, insbesondere 3 bis 30mg/kg Korpergewicht 
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Beispiele: 

Kohlenhydrat-Edukte 
Beispiel 1.1: 

p-Aminophenyl-3-O-methyI-fi-L-fucopyranosid 

h 3 c y°vV 

ho 0H NH 2 

OCH 3 

Ll.a) p-NitrophenyI-3-O-methyUC-Lrfucopyranosid: 

6 g (21 mmol) p-Nitrophenyl-B-L-fucopyranosid in 300 ml absol. Methanol wer- 
den mit 7,84 g (31,5 mmol) Dibutylzinnoxid versetzt und 2h unter RuckfluB 
erhitzt, AnschlieBend wird eingeengt, der Ruckstand getrocknet und dann in 

10 300 ml DMF aufgenommen. Nach Zugabe von 15,7 ml Methyliodid wird der 
Ansatz 40 h bei 70°C geruhrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und 
der Ruckstand in 300 ml Dichlormethan aufgenommen. Die Suspension wird fil- 
triert, die verbleibende Losung erneut eingeengt und einer Flash-Chromatographie 
(Dichlormethan/Methanol 99:1) unterzogen. Nach Einengen erhalt man 3,82 g 

15 (61%) des Zielproduktes, 



LI) p-Aminophenyl-3-O-methyl-B-L-fucopyranosid: 

3,81 g (12,73 mmol) p-Nitrophenyl-3-O-methyl-B-L-fucopyranosid werden in 
Methanol geldst und nach Zusatz von Platindioxid in einer Wasserstoffatmosphare 
bei geringem Uberdnick hydriert. Nach Abfiltrieren des Katalysators und Fallen 
20 mit Ether erhalt man 3 g (88%) des Zielprodukts. [DC: Dichlormethan/Methanol 
9:1 Rr 0,53]. 
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Beispiel 1.2: 

p-Aminophenyl-3-O-carboxymcthyl-C-L-fucopyranosid 




COOH 

I.2.a) p-NitrophenyI-3-O-methoxycarbonylmethyl-B-L-fucopyranosid: 

5 1 g (3,5 mmol) p-Nitrophenyl-B-L-fucopyranosid und 1,3 g (5,2 mmol) Dibutyl- 
zinnoxid werden in 50 ml Methanol 2 h unter RuckfluB erhitzt. Die Losung wird 
eingeengt, der Ruckstand in 50 ml Dioxan aufgenommmen, mit 2 ml Bromessig- 
saure-methyl ester sowie 100 mg Tetrabutylammoniumiodid versetzt und 16 h unter 
RuckfluB erhitzt. Das Losungsmittel wird abgedampft und das Produkt durch 

10 Flash-Chromatographie (Dichlormethan/Methanol 99:1) gereinigt. Nach Einengen 
der entsprechenden Fraktionen und Fallen aus Methanol/Ether erhalt man 455 mg 
(37%) der Zielverbindung. 

1.2) p-AminophenyI-3-O-carboxymethyl-B-L-fucopyranosid: 

282 mg (0,79 mmol) p-Nitrophenyl-3-methoxycarbonylmethyl-B-L-fucopyranosid 
15 werden in 20 ml Methanol gelost und mit 440 \x\ einer waBrigen 2N Lithium- 
hydroxid-Losung versetzt. Nach 2 h Ruhren bei Raumtempemperatur wird mit sau- 
rem Ionenaustauscher SCI 08 auf pH 3 eingestellt und filtriert. Zum Filtrat werden 
250 mg Palladium auf Aktivkohle zugesetzt. AnschlieBend wird 1,5 h mit Wasser- 
stoff bei geringem Uberdruck hydriert, der Katalysator abgetrennt und mit 
20 Methanol gewaschen. Einengen, Aufnehmen in Wasser und Gefriertrocknung fuh- 
ren in 86%iger Ausbeute zum Zielprodukt (212 mg). [DC: Acetoni- 
trilAVasser/Eisessig 5:1:0,2 Rp 0,24] 

Als weitere Kohlenhydratbausteine konnen beispielsweise die folgenden Derivate 
eingesetzt werden: 

25 p-Aminophenyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-2-O-methyl-B-L-fucopyranosid 
p-Aminophenyl-2-O-hydroxyethyl-B-L-fucopyranosid 
p-AminophenyI-4-O-methyl-B-L-fucopyranosid 
p-Aminophenyl-3-O-methyl-a-L-fucopyranosid 
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p-Aminophenyl-3-0-n-propyI-C-L-fucopyranosid 

p- Ami nopheny I -3 -desoxy-B-L-fucopy ranosi d 

p-Aminophenyl-3,4-didesoxy-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3,4-epoxy-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-4-desoxy-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3-0-methoxycarbonylmethyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3-0-hydroxyethyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-2-0-carboxymethyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3-0-succinyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3,4-di-0-methyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3-0-carbamoylmethyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-a-L-rhamnopyranosid 

p-Aminophenyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-2-0-methyI-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-3-O-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-4-O-methyI-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-6-O-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-2,3-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-AminophenyI-2,4-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-AminophenyI-2,6-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-AminophenyI-3,4-di-0-methyl-B-D-gaIactopyranosid ) Acetat 

p-AminophenyI-3,6-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-4,6-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-2,3,4-tri-0-methyl-B-D-gaIactopyranosid 

p-Aminophenyl-2,3,6-tri-0-methyl~B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-2,4,6-tri-0-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Amtaophenyl-3,4,6-tri-0-methyl-B-D-gaIactopyranosid 

p-Aminophenyl-3-desoxy-B-D-galactopyranosid 

p-Amtnophenyl-3,4-didesoxy-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-6-0-acetyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-3-O-methoxycarbonylmethyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-3-O-carboxymethyl-B-D-galactopyranosid, Natrtumsalz 

p-AmiaophenyU3-0-carbamoylmethyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-3-0-(N-methyl'Carbamoylmethyl)-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-a-D-mannopyranosid 

p-AminophenyI-3-0-methyl-a-D»mannopyranosid 

p-Aminophenyl-2,3-di-0-methyl-a-D-mannopyranosid 
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p-Aminophenyl-3-O-methoxycarbonytmethyl-a-D-mannopyranosid 
p-AminophenyI-3-O-carboxymethyl-a-D-mannopyranosid 
p-Aminophenyl-3-O-carbamoylmethyl-a-D-mannopyranosid 
p-Aminophenyl-4-0-(B-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid 
5 p-Aminophenyl-4-0-(3'-sulfat-B-D-gaIactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid, 
Natriumsalz 

p-Aminophenyl-4-0-(3 , -0-methyI-B-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid 

p-Aminophenyl-2-0-methyI-4-0-(3 , -0-methyl-B-D-galactopyranosyl)-B-D-gluco- 

pyranosid 

10 p-AminophenyM-O-^^-di-O^ 

Bereits in EP 501 250 wurde die Synthese der folgenden Kohlenhydratbausteiene 
beschrieben: 

Carboxymethyl-fl-L-fucopyranosid 
5-Carboxypentyl-B-L-fucopyranosid 



15 



Die Verknupfung dieser beiden Bausteine mit Peptidkonjugaten kann in der in EP 
501 250 beschriebenen Weise erfolgen. 
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Glvcokoniugate 
Beispiel 1.1; 

20(S)-20-O-{N a ,N G -bis-IO-(3-^ 

amino-thiocarbonyll-lysyl-lysyl-alanylj-camptothecin, Hydrochloric! 



O 



5 




"CH 3 
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Ll.a) 20(S)-20-O-[N-(tert-Butoxycarbonyl)-alanyll-camptothecin: 

Eine Losung von 5 g (14,4 mmol) 20(S)-Camptothecin in 200 ml absolutem Di- 
methylformamid wird unter Ruhren mit 7,27 g (36 mmol) N-(tert-Butoxycarb- 
onyl)-alantn-N-carbonsaureanhydrid sowie 500 mg (12 mmol) 4-(N,N-Dimethyl- 

5 amino)~pyridin versetzt. Nach 3 h Ruhren bei Raumtemperatur setzt man weitere 
6,18 g (28,8 mmol) N-(tert-Butoxycarbonyl)-alanin-N-carbonsaureanhydrid und 
500 mg (12 mmol) 4-(N,N-Dimethylamino)-pyridin zu und laBt den Ansatz uber 
Nacht bei Raumtemperatur im Ultraschallbad reagieren. AnschlieBend wird im Va- 
kuum eingeengt und der Ruckstand durch Flashchromatographie [Petrol- 

10 ether/Ethylacetat 1:1] gereinigt. Man erhalt 4,7 g 63 % des Zielprodukts. 

l.l.b) 20(S)-20-O-Alanyl-camptothecin, Trifluoracetat: 

Eine Losung von Verbindung 1.1. a (4,41 g, 8.5 mmol) in einer Mischung aus 
290 ml Dichlormethan und 50 ml wasserfreier Trifluoressigsaure wird fur 30 min. 
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Einengen im Vakuum wird das Produkt aus Di- 
15 chlormethan/Methanol mit Diethylether ausgefallt und griindlich mit Diethylether 
gewaschen. Ausb.: 4,2 g (93%); [DC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1:0,2 
R f =0,33]. 

U.c) 20(S)-20-O-[N a -(tert-Butoxycarbonyl)-N G -(fluorenyl-9-methoxy- 
carbonyl)-lysyl-alanyl]-camptothecin: 

20 3,688 g (7,87 mmol) ^-(tert-ButoxycarbonyO-N^fluorenyl^-methoxycarbonyl)- 
lysin und 1,595 g 1 -Hydroxy- lH-benzotriazol Hydrat werden in 250 ml Dimethyl- 
formamid gelost. Nach Zugabe von 1,81 g N-Ethyl-N'-(dimethylaminopropyl> 
carbodiimid Hydrochlorid riihrt man fur 30 min. bei Raumtemperatur. Anschlie- 
Bend setzt man eine Losung aus Verbindung l.l.b (3,5 g, 6,56 mmol) in 35 ml 

25 Dimethylformamid und 2,25 ml Ethyl-diisopropylamin zu und riihrt den Ansatz fur 
weitere 2h bei Raumtemperatur. Nach Einengen im Vakuum und Reinigung durch 
Flashchromatographie [Petrolether/ Ethylacetat 2:1 -> Ethylacetat] erhalt man 
5,212 g (91 %) der Zielverbindung [DC: Acetonitril R r = 0,65]. 

1-l.d) 20(S)-20-0-[N G -(nuorenyl-9-methoxycarbonyl)-Iysyl-alanyI]-campto- 
30 thecin, Trifluoracetat: 

Eine Suspension der obigen Verbindung (5,21 g, 5,99 mmol) in Dichlormethan 
(300 ml) wird mit wasserfreier Trifluoressigsaure (50 ml) versetzt und die resultie- 
rende Losung fur 30 min. bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Einengen im Va- 
kuum wird das Produkt mit Methanol riickdestilliert und anschlieBend aus Dichlor- 



WO 98/15573 



- 25 - 



PCT/EP97/05190 



methan durch Zugabe von Diethylether ausgefallt. Der Niederschlag wird 
abfiltriert. (4,8 g, 90%) [DC: AcetonitrilAVasser 20:1 R f = 0,1] 

iXe)20(S)-20-O-{[^N f -bis-^ 
methoxycarbonyl)-Iysyl|-alanyl}-camptothecin 

5 141 mg (0,41 mmol) N a ,TvT'-bis-tert-Butoxycarbonyl-lysin imd 83 mg 1-Hydroxy- 
IH-benzotriazol Hydrat werden in 20 ml Dimethylformamid gelost Nach Zugabe 
von 94 mg N-Ethyl-N , -(dimethylaminopropyl)-carbodiimid Hydrochlorid riihrt man 
fur lh bei Raumtemperatur. AnschlieBend setzt man eine Losung aus Verbindung 
1.1. d (300 mg, 0,34 mmol) in 3 ml Dimethylformamid und 58 nl Ethyl-diiso- 

10 propylamin zu und riihrt den Ansatz fur weitere 30 min. bei Raumtemperatur. 
Nach Einengen im Vakuum wird der Ruckstand mit Wasser digeriert und 
abgesaugt Das Produkt wird in DMF aufgenommen und mit Diethylether gefallt. 
Man erhalt 338 mg (91 %) der Zielverbindung [DC: AcetonitrilAVasser 10:1 R, = 
0,65]. 

15 Ll.f) 20(S)-20-O-{LysyI-[N E -(fluorenyl-9-methoxycarbonyl)-Iysyl]-alanyl]- 
camptothecin, Bis-Trifluoracetat: 

Bei 336 mg (0,306 mmol) der Verbindung 1.1. e werden mit 5 ml Trifluoressig'- 
saure in 30 ml Dichlormethan in Analogie zu Beispiel 1.1. d die Boc-Schutz- 
gruppen entfernt. Ausb.: 338 mg (98%) 

20 U.g)20(S)-20-O-^N f -bis-[O-^ 

phenylamino-thiocarbonyI|-lysyl-N r -(fluorenyl-9-methoxycarbonyl)-lysyl- 
alanyl}-camptothecin 

Eine Losung von 104 mg (0,368 mmol) p-Aminophenyl-3-O-methyl-fi-L-fucopyra- 
nosid (Beispiel 1.1) in DioxanAVasser 2:1 (15 ml) wird unter Ruhren mit Thio- 

25 phosgen (59fil, 0,77mmol) versetzt Nach 10 min. versetzt man mit 3 Aquivalenten 
Ethyl-diisopropylamin, engt anschlieBend im Vakuum ein und trocknet den Riick- 
stand fur lh im Olpumpenvakuum. Das erhaltene Isothiocyanat wird in 50 ml ab- 
solutem Dimethylformamid gelost und mit 337 g (0,3 mmol) von Verbindung l.l.f 
sowie 205 fjil Ethyl-diisopropylamin versetzt. Man riihrt fur 16 h bei Raumtempe- 

30 ratur, engt dann im Vakuum ein und reinigt durch Flash-Chromatographie [Aceto- 
nitrilAVasser 50:1]. Man erhalt 247 mg (54%) des Zielproduktes. [DC: Aceto- 
nitrilAVasser 10:1 R f = 0,46]. 
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1.1) 20(S)-20-O-{N a ,N B -bis-[O-(3-O-Methyl-B-L-fucopyranosylH-hydroxy- 
phenylamino-thiocarbonyl]-lysyl-lysyI-alanyl}-camptothecin, Hydrochloric! 

245 mg (0,161mmol) der Verbindung 1.1. g werden mit 0,5 ml Piperidin in 10 ml 
DMF 30 min bei Raumtemperatur umgesetzt. Man engt ein, digeriert den Riick- 

5 stand mit Dichlormethan und destilliert das Losungsmittel nochmals im Vakuum 
ab. Man nimmt den Ruckstand erneut in Dichlormethan/Methanol auf und fallt das 
Produkt mit Diethylether aus. Man erhalt 185 mg (88%) der aminodeblockierten 
Verbindung. [DC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1:0,2 R t -0,24]. Diese wird in 
Wasser suspendiert und mit einem Aquivalent einer 0,1N HCl-L6sung in das 

10 Hydrochlorid uberfuhrt. Aus der wafirigen Losung wird durch Gefriertrocknung die 
Zielverbindung erhalten. 

Beispiel 1,2: 

20(S)-20-O-{N a ,N F -bis-[O-(3-O-Methyl-C.L-fucopyranosyl)-4-hydroxy- 
phenylamino-thiocarbonyl]-lysyl-lysyl-valinyl}-camptothecin, Hydrochlorid 



O 



15 




Die Synthese dieser Verbindung erfolgt vollig analog zur oben beschriebenen Syn- 
these der Verbindung 1.1. Ledigltch im ersten Reaktionsschritt wird an Stelle von 
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N-(tert-Butoxycarbonyl)-alanin-N-carbonsaureanhydridN-(tert-ButoxycarbonyI)- 
valin-N-carbonsaureanhydrid mit 20-(S)-Camptothecin umgesetzt. R f der Zielver- 
bindung: 0,25 [AcetonitrilAVasser/Eisessig 5:1:0,2] 
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Patentanspruche 

1. Verbindungen der Formel (I) 




worm 



5 M fur ein Peptid mit 3 bis 7 Aminosaurebausteinen steht, das iiber die 

oc-Aminogruppe und/oder uber Amino- und/oder Hydroxygruppen 
der Seitenketten mit 1 bis n' gleichen oder voneinander verschiede- 
nen Gruppierungen 

-L-Sp-K 

10 verknupft ist, wobei weitere funktionelle Gruppen des Peptids gege- 

benenfalls Schutzgruppen tragen konnen und 

(-L-Sp-K) n fur n gleiche . oder voneinander verschiedene Gruppierungen 
-L-Sp-K steht, 

wobei 

15 n eine Zahl von 1 bis n' bedeutet und n' der maximalen Anzahl 

moglicher Ankniipfungsstelien von M entspricht, 

L fur eine Gruppe der Formeln 

S O o 

_NH^ «ler N ' N ? steht 
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Sp 

5 

K 



10 



R 1 Chlor oder Hydroxyalkylamino bedeutet, 

fur Arylen mit bis zu 10 Kohlenstoffatomen oder fur Alkylen mit 
bis zu 8 Kohlenstoffatomen steht, die jeweils gegebenenfalls substi- 
tuiert sind. 

fur einen Rest der Formel (II) 



steht, worin 

A Methyl, Hydroxymethyl, Alkoxymethyl mit bis zu 6 Kohlen- 
stoffatomen, Acyloxymethyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen 
oder einen Rest der Formel -CH 2 -B bedeutet, worin 

B fur einen Rest der Formel (II) steht, 

R 2 , R 3 und R 4 unabhangig voneinander Wasserstoff, Hydroxy, gege- 
benenfalls durch Hydroxy substituiertes Alkoxy mit bis zu 6 
Kohlenstoffatomen, gegebenenfalls durch Alkyl oder Acyl 
mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen substituiertes Amino, Halo- 
gen, Sulfat oder eine Gruppe der Formeln 




o 



o 



o 




\ 



oder 




bedeuten, worin 



20 



R 5 und R 6 unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder 
Alkoxy mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen stehen oder 
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fur Amino, das gegebenenfalls durch Alkyl mit bis zu 
6 Kohlenstoffatomen substituiert ist, stehen und 

s und t unabhangig voneinander die Werte 0, 1, 2, 3 oder 4 
annehmen konnen 



oder 



R 2 , R 3 und R 4 unabhangig voneinander fur einen Rest der Formel 
(II) stehen 

oder 

zwei der Reste R 2 , R 3 , R 4 zusammen fur eine Epoxygruppe stehen, 
10 sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

2. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, worin M fur 
ein Peptid steht, das iiber Aminofunktionen mit den Resten L verkniipft ist, 
uber eine Acylfunktion mit dem Camptothecin-Rest verknupft ist und 
dessen Aminosaurebausteine gegebenenfalls Schutzgruppen tragen konnen, 

15 sowie deren Isomeren, Isomerengemische und Salze. 

3. Verbindungen gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB es sich urn 
Tri-, Tetra- oder Pentapeptide handelt. 

4. Verbindungen gemaB Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Aminosaurebausteine des Peptids ausgewahlt sind aus der Gruppe beste- 

20 hend aus Glycyl, Alanyl, Valyl, Leucyl, Lysyl, Seryl, Glutamyl, Threonyl, 

Asparagyl, Isoleucyl, Diaminopropionyl, Diaminobutyryl, Histidyl, Arginyl 
und/oder Ornithyl. 

5. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, 



worin 
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L fur eine Gruppe der Formel 

-NH^ oder steht, 
sowie deren Isomeren, Isomerengemische und Salze. 

6. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, 

5 worin 

Sp fur Arylen mit bis zu 10 Kohlenstoffatomen steht, das gegebenen- 
falls noch ein- oder mehrfach durch Hydroxy, Carboxy, Carboxy- 
alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, Nitro, Cyano, Halogen, Alkyl 
mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, Halogenalkyl mit bis zu 4 Kohlen- 
10 stoffatomen oder durch Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen 

substituiert ist, 

sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

7. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, worin K fur 
einen Rest der Formel (II) steht, 

15 wobei 

A Methyl, Hydroxymethyl, Methoxymethyl oder Acetoxymethyl 
bedeutet, 

R 2 Wasserstoff, Hydroxyl, Methoxy oder eine Gruppe der Formeln 

-0-(CH 2 ) s -C x ^ oder ^^q^^ ^ 

20 bedeutet, worin 



s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen 
konnen und 
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R 2 

5 R 3 



10 



15 R 4 



R 5 und R 6 unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit 
bis zu 4 Kohlenstoffatomen stehen, 



fur einen Rest der Formel (II) steht, 

Wasserstoff, Hydroxyl, Halogen, Alkoxy mit bis zu 4 Kohlen- 
stoffatomen, Sulfat oder eine Gruppe der Formeln 



bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen 
konnen und 

R 5 und R 6 unabhangig voneinander fiir Hydroxyl oder Alkoxy mit 
bis zu 4 Kohlenstoffatomen stehen oder fur Amino, das ge- 
gebenenfalls durch Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen 
substituiert ist, stehen, 

Hydroxyl, Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, das gegebenen- 
falls durch Hydroxy substituiert ist, Amino, das gegebenenfalls 
durch Alkyl oder Acyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen substituiert 
ist, oder eine Gruppe der Formeln 






oder 




bedeutet, worin 



s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen 
konnen und 
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R s und R 6 unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit 
bis zu 4 Kohlenstoffatomen stehen, 

oder worin 

R 2 und R 3 gemeinsam fur eine Epoxygruppe stehen, 
sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da!3 man Verbindungen der 
Formel (III) 




10 mit einer dem oben definierten Rest M entsprechenden aktivierten 

Carboxylkomponente Ma, die gegebenenfalls Schutzgruppen tragt, in einem 
geeigneten Losungsmittel, gegebenenfalls in Gegenwart einer Base, nach 
ublichen Methoden umsetzt, gegebenenfalls mittels bekannter Methoden 
selektiv eine, mehrere oder alle Schutzgruppen von M abspaltet und das 

15 Produkt mit Verbindungen der allgemeinen Formel (IV) 

K-Sp-La (IV), 



worm 



K und Sp wie oben definiert sind und La fur eine reaktive Vorstufe der 
Gruppe L steht, umsetzt, wobei gegebenenfalls die Schutzgruppen 
20 selektiv abgespalten und schrittweise noch andere Gruppen der 

Formel K-Sp-L- in vergleichbarer Weise eingefuhrt werden konnen, 



oder daB man in vergleichbarer Weise nach ublichen Methoden einen 
ersten Aminosaurerest in Form der entsprechenden gegebenenfalls Schutz- 



WO 98/15573 



-34- 



PCT/EP97/05190 



gruppen tragenden aktivierten Carboxylkomponente einfuhrt, gegebenen- 
falls Schutzgruppen abspaltet, weiterhin gegebenenfalls Schutzgruppen tra- 
gende Aminosaurereste entweder sukzessiv oder als Peptidbaustein 
anknupft, gegebenenfalls Schutzgruppen abspaltet, wie oben angegeben 
5 Reste der Forme! K-Sp-L, einfuhrt und falls erforderlich Schutzgruppen 

abspaltet, 

und daB man gegebenenfalls die Stereoisomere nach (iblichen Methoden 
trennt und gegebenenfalls die Verbindungen in ihre Salze iiberfuhrt. 



9. Venvendung von Verbindungen der Formel (I) gemaB Anspruch 1 zur Her- 
10 stellung von Arzneimitteln. 

10. Arzneimittel enthaltend eine oder mehrere Verbindungen der Formel (I) 
gemaB Anspruch 1. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 97/05190 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6: C07K 9/00, C07H 15/24, A61K 47/48 
According to International Patent Classification <TPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6: C07K, C07H 

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 

REG. CAPLUS, WPI 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 9626950 A1 (PHARMACIA S.P.A.), 6 September 1996 
(06.09.96), see example 11-13 

W0 9510304 A1 (PHARMACIA S.P.A.), 20 April 1995 
(20.04.95) 



1-10 
1-10 



[ | Further documents are listed in the continuation of Box C. Q[] See patent family annex. 



* Special categories of cited documents: 

"A" document defining the genera) state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international filing date 

W L** document which may throw doubts on priority claim(s) or which is 

cited to establish the publication date of another citation or other 

special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 

"P" document publiihed prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



•T* later document published after the international filing dale or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

M Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

22 January 1998 (22.01.98) 


Date of mailing of the international search report 

11 February 1998 (11.02.98) 


Name and mailing address of the ISA/ 
EUROPEAN PATENT OFFICE 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PC17ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



SA 74877 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
Information on patent family members 



07/01/98 



International application No. 

PCT/EP 97/05190 ' 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



WO 9626950 Al 



06/09/96 



WO 9510304 Al 



20/04/95 





Patent family 


Publication 




members) 


date 


AU 


4869896 A 


18/09/96 


CA 


21893bo A 


uo/uy/yo 


EP 


0758339 A 


iy/oz/y/ 


FI 


964331 A 


Ui/ ii/yb 


GB 


9504065 U 


on /fin /no 


HU 


9603305 A 


oo /no /Q"7 

Zo/Oo/y/ 


IL 


117193 D 


00/00/00 


NO 


A/'J/'IA A 

964610 A 


31/10/yb 


PL 


317094 A 


17 /no /Q7 

1//03/3/ 


All 

AU 


679788 B 


i n /n7 /Q*7 

io/o//y/ 


Al 1 

AU 


7783694 A 


A A /AC /QC 

04/ 05/ y b 


CA 


2150132 A 


on /a a /nc 
ZO/04/95 


CN 


1H5564 A 


24/01/96 


EP 


0673258 A 


27/09/95 


FI 


952746 A 


05/06/95 


HU 


71678 A 


29/01/96 


HU 


9502084 D 


00/00/00 


IL 


H1173 D 


00/00/00 


JP 


8504217 T 


07/05/96 


NZ 


273952 A 


28/10/96 


PL 


309328 A 


02/10/95 


ZA 


9407823 A 


03/07/95 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intern. ..onales Aktenzcichcn 

PCT/EP 97/05190 ' 



A. KLASSIFI2IERUNG PES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 



IPC6: C07K 9/00, C07H 15/24, A61K 47/48 

Nach der Internationalen Patentklassifikation (FPK) oder nach der natlonalen Klassifikation und der IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE " _____ 



Recherchterter MindesipruTstoff (KlassuTkationssystem und Xlassiftkationssymbole) 

IPCS: C07K, C07H 



Recherte, aber nicht 2um MindestprQf stoff gehorende Vertflentlichungen, soweit diese unter die reeherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuliierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venvendete SuchbegrifTe) 



REG.CAPLUS, WPI 



C ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 


Bezeichntng der Veroflentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Bctracht 
kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


WO 9626950 Al (PHARMACIA S.P.A.), 6 September 1996 


1-10 




(06.09.96), siehe beispiel 11-13 




X 


W0 9510304 Al (PHARMACIA S.P.A.), 20 April 1995 


1-10 




(20.04.95) 











Weitere VerofTentltchungen sind der Fortsetzung von 
Feld C zu entnehmen. 



["^jfl Siehe Anhang Patentfanulie. 



-A' 
E* 
'V 

'O' 
p. 



Besondere Kategorien von angegebenen Ver6flenUtehungen: 

VerefrentUtfiung . die den ellgemetoen Sund der Tedmtk deOniert, tber nicht 
tU besondert bedeutnm mxuxenen itt 

altera Dokument, du Modi em era odermch dem intern ttfoneien 
A nmrtdcd atu- verotTeotncnt warden at 

VerofTenUichang. die geeigoet ta. einen Prforitttnnrpruoh rwetfetheft ertcbeineo 
to Inn, duron die du Verofrentliehungsdetum einer tnderen to Recfaercbcn- 
bericat genannien VerofteatUrfiung betegt fwdeo toil Oder die ua cinem «" — 
becoadcren Grund *ngeget>eo ut <i ' 



VerdftenUidtung. die tteh auf eine muadlkn* Offenbxruog, eine Beoutxunc cii 
Auntdtung Oder indeni MaCnihmen beriebt 

VeraffentlichuDg, die vor dem mtemxlionefen Aometdedatum, aber nadt dem 
beanrarucbten Priori tittditum verdfreotliebt warden at 



Spitere Vercfftentl lebung, die nach dem intemxtioneien Anmddedalam Oder dem 
Priorittudixum verofTenUicnt warden ut und mil der Anreeldung nicht knllidien. 
tandem our turn Verrtindaa des der Erflndung tugrunddiegendea Priaatns oder 
der ihr wguodeUtt«>d<n Tbeorie aogegeben Ut 

Vcraffeattlduiag von benoderer Bedeaiunp die beuKpraebte Erflndung kxnn 
•Bern aotptmd dieter Veroffentliebtat mobt etc oeo oder tuf erftnderischer 
TSllga—t berabend betr*cfctet werden 

Veroffeotlichnng von beconderer Bedeotunp die beentpraehte Erflndung kann 
nicht ett tuf erftnderiteher Tltlgkeit beruhend beotentet werden, wenn die 
VerofleaUicboog mat doer nder.mebreren Verdffentficbungen dieter Kitecnne tn 
Verfaindung gebrtcnt wird und diesis Verbindang fur einen Feehman nsheuegend 
let 



VerofTeaUidiufig. die Mitgfce d dertdbeo Petentfimuie at 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

22 Januar 1998 


Abrendedatum des internationalen Recherchenbertchts 

1 1 0198 


Nahme und Pottanschrift der Intemaiionalen Recherchenbehdrde 

W Europauches Patentamt, P.B. 5818 PatenUaan 2 
AS\ NL-2Z80 HV Rijswijk 
4 OW Tel ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 


Bevollmachttgier Bediensteter 

Carolina Gomez Lagerlof 



Formblatt PCT/ISA/210 (BlaU 2) (Juti 1992) 



SA 74877 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroflentlichungen, die zur selben PatentfairiUe^ehfren 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/05190 ' 



Im Recherchenbericht 


Datum der 


Mitglied(er) der 
Paiemfamllie 


Datum der 


angefurtes Paientdokument 


Verdffentlichung 


Verfiffentlichung 


WO 9626950 Al 


06/09/96 


AU 


4869896 A 


18/09/96 






CA 


2189358 A 


06/09/96 






EP 


0758339 A 


19/02/97 






FI 


964331 A 


01/11/96 






GB 


9504065 D 


00/00/00 






HU 


9603305 A 


28/08/97 






IL 


117193 O 


00/00/00 






NO 


964610 A 


31/10/96 






PL 


317094 A 


17/03/97 



WO 9510304 Al 



20/04/95 



AU 


679788 B 


10/07/97 


AU 


7783694 A 


04/05/95 


CA 


2150132 A 


20/04/95 


CN 


1115564 A 


24/01/96 


EP 


0673258 A 


27/09/95 


FI 


952746 A 


05/06/95 


HU 


71678 A 


29/01/96 


HU 


9502084 D 


00/00/00 


IL 


111173 D 


00/00/00 


JP 


8504217 T 


07/05/96 


NZ 


273952 A 


28/10/96 


PL 


309328 A 


02/10/95 


ZA 


9407823 A 


03/07/95 



I 

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang PattMfamilie) (Juli 1992) 



